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Título del estudio: "GENERACIÓN DE UN VARS DIRIGIDO POR EL PROMOTOR DEL GEN 
hGH-N PARA CÁNCERES H IPOFISI ARIOS". 
Introducción. En México, los tumores hipofisiaríos ocupan el 2° lugar dentro de las neoplasias 
intracraneales, después de los gliomas. El tratamiento requiere un abordaje quirúrgico y 
endocrinológico asociado a efectos adversos en algunos casos. La terapia viral promete ofrecer 
un tratamiento efectivo con menos efectos colaterales, pero hay pocos estudios dirigidos a 
demostrar su eficacia en este tipo de tumores. En este proyecto se planteó construir un vector 
adenoviral de replicación selectiva (VARS) con el promotor del gen hGH-N de 2.3 kb. El 
mecanismo empleado por este virus sería la lisis de las células tumorales debido a la 
producción y liberación selectiva de la progenie viral en este tipo celular. 
Objetivo. Generar y demostrar la eficacia antineoplásica y la selectividad de un VARS para 
tumores hipofisiaríos, en el cual el promotor del gen hGH-N dirija la actividad del gen E1A que a 
su vez controla la replicación del vector. 
Material y Métodos: Se planteó construir un plásmido acarreador portador del promotor de 2.3 
kb de hGH-N. Posteriormente, se construyó un plásmido adenoviral con eiste promotor por 
recombinación, a partir del plásmido acarreador construido y un plásmido que contiene el 
genoma adenoviral. Con este vector, se transfectaron células HEK293 para generar partículas 
virales. Se determinó el efecto oncolitico en varías líneas celulares hipofisiarias y no 
hipofisiarias mediante un ensayo de medición de actividad metabòlica con Azul Alamar®. 
Resultados: No se logró generar el adenovirus recombinante con el promotor de 2.3 kb del gen 
hGH-N. Como alternativa, se estudió el efecto oncolítico del VARS dirigido per la versión corta 
de 500 pb del promotor de hGH-N, el cual es una versión mas corta del promotor que se 
planeaba utilizar en este trabajo. Este VARS mostró ser específico y potente para células de 
hipófisis. 
Contribuciones y Conclusiones: El VARS que contiene el promotor de hGH de 0.5 kb mostró 
cierta selectividad y una potencia oncolítica suficientes como para seguir explotando su 
potencial uso terapéutico contra tumores hipofisiaríos. Estos resultados alientan a tratar de 
superar los obstáculos encontrados en este trabajo para construir el VARS que tenga la versión 
larga del promotor, con lo que se esperaría generar un vector que sea más potente y 
específico. 
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CAPÍTULO I 
INTRODUCCIÓN 
En México, los tumores hipofislaríos ocupan el 2° lugar dentro de 
las neoplasias intracraneales, después de los gliomas1. El tratamiento requiere 
un abordaje quirúrgico y endocrinológico, pero está asociado a efectos 
adversos en algunos casos. La terapia viral promete ofrecer un tratamiento 
efectivo con menos efectos colaterales, pero hay pocos estudios dirigidos a 
demostrar su eficacia en este tipo de tumores. Es por esto que en este trabajo 
se planteó construir un vector adenoviral de replicación selectiva (VARS) con el 
promotor completo del gen hGH-N de 2.3 kb. El mecanismo empleado por este 
virus sería la lisis selectiva de las células hipofisiarias tumorales debido a la 
producción y liberación de la progenie viral. 
1.1 Tumores hipofisiarios 
Los adenomas hipofisiarios son tumores epiteliales que proceden de la 
adenohipófisis y pueden manifestarse con síntomas neurológicos1. Estos van 
desde efectos locales debidos al crecimiento tumoral, como dolores de cabeza, 
alteraciones visuales, presión intracraneal incrementada; hasta una variedad de 
entidades clínicas dependiendo de las hormonas que se secreten. Estos 
tumores pueden ser encontrados en cualquier edad, aunque raramente 
aparecen antes de la pubertad2. 
QentraáóK dm*fjÍ%S dirigido por tí promotor ¿tige* 6QH-9fpan cónctm üpqfioariat. 
1.1.1 Clasificación de los adenomas hipofisiaríos 
Se han propuesto varías clasificaciones. Estas consideran los hallazgos 
clínicos y de laboratorio, resultados de imagenología, pruebas histológicas e 
inmunoquímicas y características ultraestructurales de las células tumorales, 
pero solo algunas de ellas han sido aceptadas por la "Clasificación Histológica 
de Tumores de la Organización Internacional de la Salud" (Health Organization 
International Histological Classification of Tumours)3. Una de estas 
clasificaciones, intenta abarcar varios de estos aspectos, enfatizando la relación 
estructura-función y correlacionando las características morfológicas con la 
actividad secretora del tumor (Tabla*!). 
1.1.2 Adenomas hipofisiaríos secretores de GH 
Estos adenomas conforman el 30% de todos los tumores hipofisiaríos 
endocrinos activos. En la mayoría de los pacientes se presentan como 
macroadenomas a una edad entre los 30 y los 50 años. Tienen un curso 
subclínico largo que va de 4 a 10 años5. El exceso de GH, generalmente se 
manifiesta como acromegalia o gigantismo. Algunos pacientes desarrollan 
organomegalia, hipertensión, cardiomiopatía, falla cardiaca congestiva, 
enfermedad restrictiva pulmonar, apnea del sueño y artropatías. Los síntomas 
progresivos están asociados con una mortalidad de hasta un 50% en pacientes 
no tratados6. 
QmeraaÓK t(t wn VMS&ig&portíprtmotordeígen tQft-9fpam céncms üpqfiíiariot. 
Tabla 1. Clasificación do los adenomas hipofisiarios, listados en orden 
decreciente de frecuencia4. 
Origen celular del 
adenoma 
Hormona 
secretada 
Síndrome clínico 
Lactotrófico Prl 
Hipogandismo, amenorrea-galactorrea, 
infertilidad, en hombres decremento de la 
libido e impotencia. 
Gonadotrófico 
FSH, LH, 
subunidad a 
Hipogonadismo o asintomático 
Somatotrófico GH Acromegalia, gigantismo 
Corticotrófico ACTH Enfermedad de Cushing 
Mezcla de células 
productoras de GH y Prl 
Prl, GH Acromegalia, o hipogonadismo 
Células madre acidofílicas Prl, GH Hipogonadismo, acromegalia 
Mamosomatotróficos Prl, GH Hipogonadismo, acromegalia 
Tirotrófico TSH Hipertiroidismo 
Células nulas Fallo en el funcionamiento de la hipófisis 
Oncocitoma — Fallo en el funcionamiento de la hipófisis 
1.1.3 Tratamiento de los tumores hipofisiarios 
El tratamiento de estos tumores requiere un abordaje quirúrgico y 
endocrinológico de manera simultánea7. Para ios microadenomas, la cirugía 
trans-esfenoidal, es exitosa en 70-90% de los casos8. Sin embargo los grandes 
macroadenomas raramente son eliminados en su totalidad únicamente con la 
cirugía9. Para algunos tipos de tumores hipofisiarios hay disponible terapia 
farmacológica, pero ésta no elimina el tumor, y si se interrumpe su uso, hay 
regresión tumoral. Algunos pacientes no responden a los medicamentos o no 
Qenerac&t it m i^MIS Erigido por tí promotor úfgen ígH-Jfpan concern típofaiarioi. 
pueden tolerar los efectos secundarios que causan. En pacientes con tumores 
somatotrofos, el uso de radiación convencional extema reduce los niveles de 
GH en el 50 a 70% de los casos, pero para que esto suceda se requieren hasta 
10 años de tratamiento10. 
Aunque ha habido avances importantes en el tratamiento de los tumores 
hipofisiaríos, todavía no está disponible una terapia completamente 
satisfactoria. El surgimiento de nuevas modalidades terapéuticas, tales como la 
terapia génica y terapia viral, abre la vía a la investigación y desarrollo de 
tratamientos experimentales novedosos y alternativos para el tratamiento de 
estos tumores. Estos podrían enfocarse simultáneamente a eliminar o limitar la 
expansión de la masa tumoral y disminuir las complicaciones quirúrgicas 
asociadas al tratamiento de estas neoplasias. 
1.2 Terapia viral oncolítica 
En la terapia viral, los vectores empleados "infectan" las células 
tumorales y contienen, salvo pequeñas deleciones, el grupo completo de genes 
que les permiten propagarse. Esto es diferente en los vectores de terapia 
génica convencional, donde los virus que son empleados como vehículos de 
genes terapéuticos para transducir las células blanco no pueden replicarse11. 
Los mecanismos empleados por los virus replicativos para atacar las células 
tumorales son: 
a) Ruptura directa de la célula como consecuencia de la producción y 
liberación de la progenie. 
b) Producción de toxinas constitutivas del virus o codificadas en un gen 
heterólogo. 
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c) Activación de la respuesta inmune. 
Actualmente, se están desarrollando diferentes vectores virales, cada 
uno con sus ventajas y desventajas. La mayoría de los estudios están 
enfocados en retrovirus12, adenovirus13, lentivírus14, virus herpes simples 
(HSV)15 y virus adeno-asociados (AAV)16 (Tabla 2). 
Tabla 2. Característica do los vectores virales más usados [Modificado de (11)]. 
Vector J Genoma Ventajas Desventajas 
Retrovirus Virus diploides de 
RNA de cadena 
sencilla. 
Alta expresión prolongada. 
Alta eficiencia de transfección 
ex vivo. 
Baja inmunogenicidad. 
Baja eficiencia de transfección in 
vivo. 
Límite de tamaño del inserto de 8 
kb. 
Transfección solo de células 
proliferativas. 
Puede haber mutagénesis 
insercional porque se puede 
integrar al DNA. 
Adenovirus Virus de DNA lineal 
de doble cadena. 
Alta eficiencia de transfección 
ex vivo e in vivo. 
Transfección de células 
proliferativas y no 
proliferativas. 
Genera respuesta inmune. 
Límite de tamaño del inserto de 
7.5 kb. 
Corta duración de la expresión 
Lentivirus Virus diploides de 
RNA de cadena 
sencilla, de la familia 
de los retrovirus. 
Tranfección de células 
proliferativas y no 
proliferativas. 
Baja inmunogenicidad. 
Límite de tamaño del inserto de 
4.5 kb. 
Manufactura y control de calidad 
muy difícil. 
Puede haber mutagénesis 
insercional. 
Genera respuesta inmune. 
HSV Virus de DNA de 
doble cadena lineal 
con envoltura. 
Su genoma permite insertos 
muy grandes. 
Expresión del transgen por 
tiempos muy prolongados. 
Altamente tóxico. 
Genera respuesta inmune. 
AAV Parvovirus simple de 
DNA lineal de 
cadena sencilla. 
Buena eficiencia de 
transfección en una gran 
variedad de células in vivo. 
Expresión muy prolongada in 
vivo. 
Baja inmunogenicidad. 
Eficiencia de transfección muy 
baja in vivo. 
Muy baja duración de la 
expresión. 
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En los últimos años se han comenzado a Investigar otros virus aunque 
en menor grado, tales como los reovirus18, los poxvims, los virus de la 
enfermedad de Newcastle19, los alfavirus20 y los virus de estomatitis vesicular21. 
1.3 Adenovirus 
Los vectores adenovirales se derivan de los adenovirus humanos que 
pertenecen a la familia Adenoviridae. Se conocen más de 50 serotipos virales 
diferentes, clasificados en 6 subgrupos que van del A al F22. 
La partícula viral contiene 13 % de DNA y 87% de proteína. La cápside 
es un icosaedro de 65 a 80 nm de diámetro y está compuesta de las proteínas 
pentón, hexón y fibra. Su genoma es lineal y tiene una longitud de 
aproximadamente 38 kb. Contiene cuatro grupos de genes de transcripción 
temprana: E1, E2, E3 y E4. Cuando el DNA del virus llega al núcleo, el grupo 
E1 es el primero que se expresa. Contiene las unidades de transcripción E1A y 
E1B. Ambas codifican, entre otras, para proteínas virales que inactivan a 
proteínas de la célula huésped involucradas en la regulación del ciclo celular y 
la apoptosis, tales como Rb y p53. De esta manera, se induce a la célula a 
entrar en mitosis, se bloquea la apoptosis, y después de esto el adenovirus es 
capaz de replicarse, asegurando así la perpetuidad del virus23. La región E3 
codifica proteínas que le permiten al virus evadir la respuesta inmune24 (Fig.1). 
(jtneraaóadt un t^^j1 ¿¡rigido por ti promotor dei gen ítípC-Típcra cánctm lüpcrfisianoi. 
CORE 
DNA 
V 
VII 
mu 
TP 
CÁPSID 
Fibra (VI) 
Base pentón (III) 
Hexon (Il 
vili • 
Illa Proteínas 
VI asociadas 
a Hexón 
IX . 
Flg. 1. Micrografia de un adenovirus y esquema de su estructura morfològica y 
genética tipica [Modificado de (22 y 25)]. ITR, repetición invertida terminal; señal de 
empaquetamiento; E1A/B, codifican para proteínas involucradas en la regulación de la 
transcripción de genes virales; E2A/B, codifican para proteínas involucradas en 
replicación vira; E3, involucrada en la prevención de la diálisis por linfocitos T y 
citocinas; E4, involucrada en la replicación del DNA; MLP, promotor mayor tardío, 
dirige la transcripción de los genes tardíos; L1-L5, genes tardíos, codifican los 
elementos estructurales de los virus. 
La infección viral se inicia cuando la proteína fibra del adenovirus se une 
al receptor de coxsackie y adenovirus (CAR) que se encuentra en la superficie 
de la célula26, seguida de una interacción secundaría entre el pentón del 
adenovirus y las Integrinas ayß3 y avßs de la célula27. El adenovirus entra a la 
célula por endocitosis, accionado por la interacción pentón-integrina y escapa 
del endosoma antes de que se forme el lisosoma. El virion es transportado al 
gmavaón <£t m VjlQS dirigido par el promotor ¿tígen Sgtf-Hfpm cámru fápqfisxñot. 
núcleo a través de la red de microtúbulos. Durante este tiempo se va 
desensamblando y la proteina hexón se mantiene en la membrana nuclear 
mientras el DNA es librado dentro del núcleo y se mantiene en forma episomal28 
(Fig. 2). 
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Fig. 2. Interacción del adenovirus con la célula28. A) Eventos tempranos de la 
infección por adenovirus: unión a los receptores de la célula, penetración del virus, 
pérdida de la cápside e introducción del DNA al núcleo de la célula30. B) Modelo de la 
interacción del adenovirus con los receptores de la superficie de la célula31. La fibra es 
reconocida por el receptor adenoviral y de coxsackie (CAR) y luego la proteína pentón 
se une a las integrinas avP3 y otvPs-
1.3.1 Vectores adenovirales para terapia viral 
Los vectores adenovirales ofrecen muchas ventajas sobre los otros vectores 
y están siendo usados ampliamente en protocolos de terapia viral32. 
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Las principales ventajas que ofrecen son: 
- Alta eficiencia de transducción. 
- Expresión en células tanto proliferativas como no proliferativas. 
- No integración cromosómica. 
- Accesibilidad de su genoma en forma de plásmidos 
- Producción en altos títulos. 
- Fácil generación. 
- Amplio conocimiento sobre su ciclo vital. 
• Bajo potencial citotóxico. 
Aunque tienen algunas desventajas como la átotoxiádad, la generación de 
respuesta inmune y la corta duración de la expresión, actualmente se están 
realizando estudios encaminados a superar estos problemas33,34,35. 
1.4 Vectores adenovirals de repiicación selectiva (VARS) 
Estos vectores tienen la capacidad de replicarse de manera casi 
exclusiva en un tejido tumoral bajo condiciones moleculares muy específicas, lo 
que permite eliminar a dichas células mediante un proceso infeccioso limitado. 
Adicionalmente, la repiicación amplifica la dosis de entrada de los adenovirus 
oncolíticos y ayuda a tener una mejor diseminación del agente hacia células 
tumorales vecinas36. 
En años recientes se han desarrollado dos estrategias básicas para 
lograr la repiicación selectiva en el tejido tumoral, las cuales se describen a 
continuación. 
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1.4.1 VARS con deleciones en genes virales 
En la primera estrategia, se provocan deleciones en genes virales que 
son prescindibles en células tumorales, como los genes responsables de activar 
el ciclo celular o de controlar la apoptosis al unirse a Rb o p53 respectivamente. 
El representante más notorio de este grupo es el vector ONYX-O15 (dl1520)37, 
que tiene una deleción del gen E1B-55kD y por lo tanto, es incapaz de 
interactuar con p53. Este vector mostró resultados muy alentadores para el 
tratamiento de cáncer de cuello, páncreas, ovario, colon y oral38, alcanzando 
estudios preclínicos I, II y III en algunos casos. Pero estudios recientes han 
reportado una falta de correlación entre el estatus de p53 y la replicación de 
dl1520. La línea celular U373, carente de la función de la proteína p53 (p53~), 
produce niveles 100 veces menores de dl1520 que del adenovirus silvestre; por 
otra parte, la línea celular U87, con una proteína p53 funcional (p53*) es capaz 
de sostener la replicación de ambos tipos virales39. 
Otro mutante adenoviral propuesto para replicación específica está 
basado en una deleción de la región E1A en el sitio de unión al pRb. Estos 
mutantes no pueden inducir a las células a pasar el punto de control G1/S y 
progresar a la mitosis. Un vector con una de estas mutaciones, llamado AdA24, 
ha sido uno de los VARS que logra mejor replicación en células neoplásicas, 
tanto en cultivo, como en células implantadas en modelos murínos40. 
Recientemente, se ha descrito el efecto antineoplásico de VARS con E1AA24 
en líneas de CaCU y en epitelio de prepucio transformado con E6/7 de HPV-
1641. 
1.4.2 VARS dirigidos por promotores específicos 
En la segunda estrategia, la transcripción de genes virales ha sido 
controlada reemplazando los promotores virales nativos por promotores tejido 
g*neradón di m \>MS dirigido por lípromotordeCgen ligtf-Wpsra cdnctru üptrfisiañoi 
específicos (Fig. 3). En los vectores CN70642 y CV78743 se sustituyó el 
promotor del gen E1A por el promotor del gen del antígeno prostético específico 
(PSA) y del gen de la probasína, respectivamente; ambos vectores se replican 
específicamente en células de próstata y están diseñados para el tratamiento 
del cáncer de dicha glándula. También, se ha usado el promotor del antígeno 
carcinoembrionario (CEA) en las neoplasias del tracto gastrointestinal y en 
líneas celulares de cáncer de pulmón44; el promotor del gen de la a-fetoproteína 
se ha usado en cáncer hepatocelular45 y el de la L-plastina en el de ovario46. 
Las células hipofisiarías, debido al patrón de expresión específico de los 
genes de las hormonas que sintetizan, representa un modelo ideal para el 
desarrollo de vectores de replicación selectiva. Dentro de dichos genes se 
encuentran los de las principales hormonas hipofisiarías, como la hormona de 
crecimiento (GH) y la prolactina (Prí), así como los factores transcripcionales 
involucrados en el desarrollo de la glándula, como el GHF-1 (también llamado 
Pit-1)47. 
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Fig. 3. Modelo del mecanismo de acción de los VARS con promotores específicos 
de tejido. Al infectar una célula tumoral, el promotor específico que contiene el VARS 
es activo, y por lo tanto, el virus se replica y mata a la célula al liberarse la progenie. Al 
entrar a una célula normal, como el promotor es inactivo, el virus es incapaz de 
replicarse. 
1.5 Estudios de terapia gènica dirigidos a tumores hipofisiaros 
A la fecha se han realizado diversos estudios de terapia gènica para 
abordar a los adenomas hipofisiarios48,49,50. Sin embargo, son pocos los 
trabajos donde se ha tomado la ventaja de usar algún promotor específico para 
dirigir el efecto terapéutico de un vector adenoviral. En todos estos casos se 
han utilizado vectores adenovirales no replicantes51,52,53-54. 
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El promotor de GH fue utilizado para expresar el gen reportero p-
galactosidasa o el gen tóxico TK en un vector adenoviral con el cual se trataron 
tumores subcutáneos de células GH3 (células de rata que expresan Prl y GH) 
en ratones desnudos. Se vio que la actividad p-gal persistió por lo menos 21 
días y fue relativamente selectivo hacia las líneas celulares hipofisiarías. 
Adicionalmente, en células en cultivo tratadas con el vector que contiene TK y 
con ganciclovir, se observó un 95% de citotoxiddad. Este tratamiento solo 
causó la reducción de la masa tumoral en modelos de tumor in vivo, pero no la 
remisión total51,52. 
En otro trabajo, un vector adenoviral recombinante con el gen TK dirigido 
por el promotor del citomegalovirus (hCMV) fue utilizado para tratar cultivos de 
células GH3 (células de rata que expresan Prl y GH) y AtTaj (células de tumor 
corticotrofo de ratón). Al adicionar la prodroga ganciclovir, hubo un amplio 
efecto citotóxico y se observó la reducción parcial de tumores en ratones53. 
También un vector con el gen TK, pero bajo el control del promotor Prl, 
mostró buenos resultados en células GH3 en cultivo, pero no fue capaz de 
reducir la masa tumoral in vivo de prolactinomas54. 
1.6 Actividad del promotor de GH 
Castillo-Ureta y cois., utilizaron 2 versiones del promotor de GH de 0.5 o 
de 2.3 kb (Fig. 4) para construir vectores de expresión donde el gen de p-
galactosidasa fuera controlado por estas versiones del promotor, con los cuales 
transfectaron tanto células hipofisiarías CN4 como células derivadas de 
placenta (JAR). Se observó que el promotor de 2.3 kb tiene mayor especificidad 
tisular y que es tres veces más activo que el de 0.5 kb55. Por eso se decidió en 
el presente trabajo utilizar el promotor de 2.3 kb para dirigir la trancripción del 
Qwración it m dirigida por típrmotordtCgn tgff-Wpan cánam iipofmeriot. 
gen E1A del adenovirus para obtener un vector adenoviral que sea más 
selectivo y más potente que el que contiene el promotor de 0.5 kb. 
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Fig. 4. Representación esquemática de la región promotora de los genes del 
locus hGH/hPL La región promotora posee distintos elementos de acción en cis sobre 
los cuales se unen distintos factores transcripcionales basales y específicos de tejido 
(modificado de [55,56]). 
Con el objeto generar un nuevo esquema de terapia que sea altamente 
eficiente para el tratamiento de adenomas hipofisiarios, en el presente proyecto 
planteamos emplear la ya probada especificidad del promotor GH para dirigir la 
replicación de un adenovirus que destruya selectivamente a la- estirpe celular 
formadora del tumor hipoftsiario. 
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1.7 JUSTIFICACIÓN 
Debido a que el tratamiento de los tumores hipofisiarios puede estar 
asociado a efectos advéreos, se hace necesario investigar nuevas alternativas 
terapéuticas que sean más eficientes. Por ello, se propuso generar un VARS 
específico para estos tumores y hacer ensayos preclínicos tendientes a 
demostrar su potencia antineoplásica y su selectividad. 
r 
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CAPÍTULO II 
OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
Generar y demostrar la eficacia antineoplásica y la selectividad de un 
VARS para tumores hipofisiaríos, en el cual el promotor del gen hGH-N dirija la 
actividad replicativa del gen E1A del adenovirus. 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Generar el plásmido acarreador que contenga el gen E1A dirigido por el 
promotor del gen hGH-N. 
2. Generar el vector adenoviral por recombinación con el vector acarreador. 
3. Generar partículas virales y producirlas a gran escala. 
4. Demostrar el efecto oncolítico en ensayos con Azul Alamar® y determinar la 
atenuación del vector en las diferentes líneas celulares. 
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CAPÍTULO III 
MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1. Origen de los reactivos e insumos 
A continuación se citan las casas comerciales en donde se adquirieron los 
principales reactivos empleados en este trabajo: 
a. Becton Dickinson - Dlfco (Sparks, MD, EUA) 
Bacto agar, extracto de levadura bacto, triptona. 
b. Biosourse International (Camarillo, California, EUA) 
Azul Alamar. 
c. Corning (NY, EUA) 
Criotubos 2ml, botella para cultivo celular de 25 cm2, botella para cultivo 
celular de 75 cm2, botella para cultivo celular de 150 cm2. 
d. Costar (NY, EUA) 
Pipeta serológica Stripette 5, 10 y 25 mi, plato de cultivo celular de 24 y 96 
pozos. 
e. Hyclone (Logan Utah, EUA) 
Tripsina 0.25%, suero fetal bovino, suero de ternera. 
f. Invitrogen (California, EUA) 
Lipofectamina, reactivo Plus, agarosa ultrapura. 
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g. New England BioLabs (Beverly, MA, BUA) 
Enzimas de restricción, DNA polimerasa de T4, DNA ligasa de T4. 
h. QIAGEN (Valencia, California, EUA; Alemania) 
QIAEX II Gel extraction kit, QIAGEN plasmid midi kit. 
i. SIGMA-ALDRICH (Steinheim, Alemania; St. Louis MO, EUA) 
DMEM 
Glucosa (C6Hi206). 
Acetato de potasio (CH3COOK). 
Alcohol etilico (C2H5OH). 
Hidróxido de amonio (NH4OH). 
Hidróxido de sodio (NaOH). 
Fosfato dibàsico de sodio (Na2HP04). 
Fosfato monobásico de potasio (NahbPO^. 
Cloruro de sodio (NaCI). 
Cloruro de potasio (KCI). 
Cloruro de calcio (CaCfe). 
Sulfato de magnesio (Mg SO4). 
Dodecil sulfato de sodio SDS (L-5750). 
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3.2 Estrategia general 
El esquema genera de la estrategia utilizada en este trabajo se ilustra en 
la figura 5. 
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Fig. 5. Estrategia general del trabajo. La estrategia general de este proyecto se llevó 
a cabo de la siguiente manera: Construir un plásmido acarreador que contenga el 
promotor de 2.3 kb de hGH-N dirigiendo la expresión del gen adenoviral E1A y 
precedido por una señal de poliadenilación. Enseguida, construir el vector adenoviral a 
partir del plásmido acarreador construido y un plásmido que contiene el genoma 
adenoviral. Con este vector, transfectar células HEK293 para producir partículas 
virales. Determinar el efecto oncolítico del virus construido en varias líneas celulares 
hipofisiarías y no hipofisiarias. Y finalmente, analizar los resultados. 
Qtmració* át m tíAfS £rigi¿o por dpromotor átíym 6QH-9fptn Uaom Opofuioriot. 
3.3 Origen de los plásmidos pSp_pGH(0.5)E1 Awt, pSK-pATK y 
pSport_pGH(2.3) y su caracterización 
El plásmido pSk-pATK que contiene la señal de poliadenilación y el 
plásmido pSp_pGH(0.5)E1Awt que tiene los sitios de homología con el 
plásmido adenoviral fueron construidos por Delgado-Enciso56. El plásmido 
pSport-pGHn(2.3) que contiene el promotor largo de hGH-N fue construido por 
Castillo-Ureta55. Los mapas de restricción de estos plásmidos se muestran en la 
Fig. 6. Estos plásmidos fueron propagados en células XL1-Blue. El DNA 
plasmídico fue extraído utilizando los métodos de mini y midiprep descritos por 
Sambrook y Russell57. Una vez propagados, fueron caracterizados utilizando 
enzimas de restricción que flanquearan o cortaran los sitios de interés. Las 
condiciones de las reacciones se muestran en las tablas 3,4 y 5. 
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Fig. 6. Mapa de los plásmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSk-pATK y 
pSport_pGH(2.3). Mapa de los plásmidos que se utilizaron para construir el vector 
acarreador, donde se indican los sitios de corte de las enzimas con las que se 
caracterizaron y los elementos más importantes que contienen. 
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Tabla 3. Caracterización del plásmido pSk-pATK. 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.5 n' 
NEBuffer 2 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 ni 
X/ jo I 20 U/nl 0.5 ni 
DNA - 2 ng/nl. 2.0 ni 
Volumen total 10.0 ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 4.5 ni 
NEBuffer 3 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 yil 
Dralll 20 U/nl 0.5 ni 
Afl\\\ 5 U/nl 1.0 n\ 
DNA ~ 2 ng/fal. 2.0 n' 
Volumen total 10.0 ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 6 .0 ni 
NEBuffer 4 10X 1.0 ni 
Ncñ 10 U/nl 1.0 ni 
DNA ~ 2 ng/nl. 2.0 ni 
Volumen total 10.0 ni 
Tabla 4. Caracterización del plásmido pSp_pGH(0.5)E1Awt. 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.5 ni 
NEBuffer 2 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 ni 
Xho\ 20 U/j i l 0.5 ni 
DNA ~ 2 ng/ni. 2 .0 ni 
Volumen total i o . o ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.0 ni 
NEBuffer 2 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 ni 
Xba\ 20 U/nl 0.5 ni 
EcoR\ 20 U/nl 0 . 5 ni 
DNA ~ 2 ng/n'- 2 .0 ni 
Volumen total 10.0 ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 6.5 ni 
NEBuf fer 1 10X 1.0 ni 
A/ael 10 U/nl 0.5 ni 
DNA ~ 2 ng/ni- 2 .0 ni 
Volumen total 10.0 ni 
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Tabla 5. Caracterización del plásmido pSportjpGH(2.3). 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.0 ni 
NEBuffer 2 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 ni 
Sf/'l 20 U/nl 1.0 ni 
H /nd l l l 20 U/jxl 0.5 ni 
DNA ~ 2 \iql\i\. 1.5 \i\ 
Volumen total 10.0 ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.5 ni 
NEBuffer 2 10X 1.0 ni 
BSA 10X 1.0 ni 
Xba\ 20 U/ji l 0.5 n' 
EcoRI 20 U/nl 0.5 ni 
DNA ~ 2 ng/nl. 1.5 ni 
Volumen total 10.0 ni 
3.4 Construcción del plásmido pSport-pApGHn(2.3) 
Este plásmido se construyó digiriendo el vector pSk-pATK con las 
enzimas Hind\\\ y Xba\. El fragmento correspondiente a la señal de 
poliadenilación se recortó del gel y se purificó con el kit "QIAEXII Gel extraction 
kit" y se ligó con el plásmido pSport-pGHn(2.3) digerido previamente con las 
enzimas Hind\\\ y Nhel (Fig. 7). Las enzimas Xba\ y NheI son compatibles para 
ligar. Las condiciones de las digestiones y la ligación se muestran en la tabla 6 
V 7. 
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Fig. 7. Esquema de la construcción del plásmido pSport_pApGHn(2.3). El 
plásmido pSk-pATK se digirió con las enzimas Hind\\\ y Xba\, liberando un fragmento 
correspondiente a la señal de poliadenilación. El fragmento se ligó con el plásmido 
pSport_pGH{2.3). 
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Tabla 6. Digestiones preparativa del plásmido pSk-pATK (A) y del plásmido 
pSport_pGH{2.3) (B). 
Reactivo Volumen 
(1x) B) 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 13.0 ni Agua MQ 11.0 ni 
NEBuffer 2 10X 2.5 [i\ NEBuffer 2 10X 2.0 ii\ 
BSA 10X 2.5 ^ BSA 10X 2.0 ni 
Xba\ 20 U/nl 1.0 ni Xba\ 20 U/nl 1.0 ni 
Hind\\\ 20 U/nl 1.0 ni Nhe\ 10 U/^il 1.5 ni 
DNA ~ 2 ng/nl. 5 ni DNA ~ 2 ng/nl. 2 . 5 ni 
Volumen total 25.0 ni Volumen total 20.0 ni 
Tabla 7. Reacción de ligación del fragmento de la señal de poliadenilación con el 
plásmido pSport_pGH(2.3). 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 6.0 ni 
Buffer T4 ligasa 10X 2 .0 ni 
ATP 10 mM 2 .0 ni 
Inserto purificado (reacción tabla 6 A) 6.0 ni 
Esqueleto (reacción tabla 6 B) 2 .0 ni 
T4 DNA ligasa 400 U/nl 2 .0 ni 
Volumen total 2 0 . 0 ni 
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3.5 Construcción del plásmido pSp_pApGH(2.3)E1Awt 
Este plásmido se construyó digiriendo el vector pSport_pApGHn(2.3) 
construido previamente, con las enzimas Spel y Sfft. El fragmento 
correspondiente a la señal de poliadenilación unida al promotor de GH se 
recortó del gel y se purificó con el estuche "QIAEXII Gel extraction kif y se ligó 
con el plásmido pSp_pGH{0.5)E1Awt, digerido con las mismas enzimas y 
purificado de la misma manera (Fig. 8). Las condiciones de las digestiones y la 
ligación se muestran en las tablas 8 y 9. 
Fig. 8. Esquema de la construcción del plásmido pSp_pApGH(2.3)E1Awt. El 
plásmido pSportjpApGHn(2.3) se digirió con las enzimas Spel y Sfft, liberando un 
fragmento de 2322 pb correspondiente a la señal de poliadenilación y al promotor de 
GH. El fragmento se ligó con el plásmido pSp_pGH(2.3)E1 Awt digerido con las mismas 
enzimas. 
»»1(0-0» 
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Tabla 8. Digestiones preparativa del plásmido pSport_pApGHn{2.3) y 
pSp_pGH(0.5)E1Awt 
A ) B ) 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 5.0 ni 
NEBuffer 2 10X 1.5 ni 
BSA 10X 1.5 ni 
SpeI 20 U/^l 2.0 ni 
DNA ~ 2 ng/^l. 5 ni 
Volumen total 15.0 ni 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 10.5 ni 
NEBuffer 2 10X 1.5 ni 
BSA 10X 1.5 ni 
sf¡120 u/ni 1.5 ni 
Digestión 1 15.0 ni 
Volumen total 30.0 ni 
Tabla 9. Reacción de ligación del fragmento correspondiente al promotor de hGH 
y a la señal de poliadenilación con el plásmido pSport_pGH(2.3) digerido. 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 6.0 ni 
Buffer T4 ligasalOX 2.0 ni 
ATP 10 mM 2.0 ni 
Inserto purificado 6.0 ni 
Esqueleto purificado 2.0 ni 
T4 DNA ligasa 400 U/nl 2.0 ni 
Volumen total 20.0 ni 
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3.6 Estrategia de construcción del plásmido adenovirat pBGH10_pGH 
El plásmido pBGH10_pGH se construyó por recombinación entre el 
plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt y un plásmido comercial (Microbix) 
que tiene el genoma adenoviral con las regiones E1A y E3 deletadas, llamado 
pBGHIO (Fig. 9). Previamente, el plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt 
se digirió con la enzima Pmel con las condiciones mostradas en la tabla 10. 
Una vez linearízado, se cotransformó junto con el plásmido pBGHIO en células 
calcio-competentes BJ5183 que son hiper-recombinantes, utilizando el 
protocolo de (»transformación del manual "AdEasy vector system"58. 
Fig. 9. Esquema de la construcción del plásmido pBGH10_pGH(2.3)E1Awt El 
plásmido pSp_pApGHn(2.3)wt se linearizó digiriendo con la enzima Pmel y se 
recombinó con el plásmido pBGHIO en células BJ5183. 
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Tabla 10. Digestión para linearizar el plásmido acarreador. 
Reactivo Volumen 
(1x) 
Agua MQ 8.0 ^ 
NEBuffer 4 10X 2.0 ni 
BSA 10X 2.0 ni 
PmeI 20 U/nl 3.0 ni 
DNA ~ 2 ng/nl. 5 ni 
Volumen total 20.0 ni 
3.6.1 Purificación del plásmido pBGH10_pGH 
Debido a que para transfectar líneas celulares humanas, se requiere un 
DNA de alta pureza, el plásmido obtenido proveniente de una mediana escala, 
se purificó con el estuche de QIAGEN®, siguiendo el protocolo descrito en el 
estuche. 
3.6.2 Cuantificación del plásmido pBGH10_pGH 
La cantidad y la calidad del DNA plasmídico se determinó leyendo la 
absorbancia a 260 y 280 nm de una dilución 1:100 por triplicado. La cantidad se 
determina mediante la siguiente fórmula: 
Concentración DNA (ng/yl) = (Dilución) (50) (Abs) 
Y la calidad se determina mediante la relación de absorbancias a X de 
260/280, considerándose de buena calidad valores próximos o iguales a 1.8. 
gtntroaóa át m y?LOñffáo per ¿promotor Mgtu bgK-'Hpan cincem típofiaariat. 
3.6.3 Secuencia de los iniciadores utilizados para secuenciar el promotor 
de hGH 
La integridad del promotor de hGH en el vector adenoviral construido 
pBGH10_pGH se verificó por secuenciación utilizando iniciadores diseñados a 
partir de la secuencia del promotor reportada en el GenBank gi: 21463739 (Fig 
10). Las condiciones de la reacción de secuenciación fueron las descritas en el 
estuche para secuenciación (Termo Sequenase Cycle Sequencing Kit). Los 
iniciadores fueron los siguientes: 
PGH-1: 5' CAATACGCCCGCCTTTCTTCC 3' 
PGH-2: 5' ACGTGTTCATGGCAGTAACC 3' 
PGH-3: 5' GAGTAGTTGGGATTACAGCTC 3' 
PGH-4: 5' GATCTGAAAAGGAGGAGGAG 3' 
PGH-5: 5' TCGGCGTGATGTGTTCTGAG 3' 
PGH-6: 5' TTCTGTCTGGTGGGTGGAGG 3' 
E1A-2: 5' ATCAGCTGCTCGAGAAGACTGG 3' 
PGH-1 PGH-2 PGH-3 PGH-4 PGH-S PGH-6 E1A-2 
> • • • • • « 
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•2329 Promotor d» hGH-N '1 Gon d* hGH4l 
Fig. 10. Esquema del promotor de GH. Las puntas de flecha indican donde y en qué 
dirección se alinean los iniciadores utilizados para llevar a cabo la secuenciación. M 
100 pb. 
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3.7 Transfección de células HEK293 con el plásmido pBGH10_pGH 
Para tratar de generar las partículas virales, se transfectaron células 
HEK293 con el plásmido pBGH10_pGH purificado utilizando lipofectamina con 
el siguiente protocolo: 
1- Se sembraron 1x105 células en placas de 24 pozos. 
2- Se incubaron a 37°C hasta tener una confluencia de un 70 %. 
3- Se diluyó el DNA en 25 \ú de medio DMEM sin suero (se hicieron ensayos 
probando 200,400,1000,1500, 2000 ng de DNA). 
4- Se diluyó una cantidad de lipofectamina en 25 \i\ de medio DMEM sin suero 
(se probaron 0.5,1.0 y 2.0 jil). 
5- Se combinaron las soluciones diluidas de DNA y lipofectamina, se 
mezclaron y se incubaron por 30 min. Mientras tanto, las células se lavaron 
con 200 \i\ de medio DMEM sin suero. 
6- Se agregaron a la mezcla 150 \i\ de medio DMEM sin suero, se mezcló y se 
cubrieron las células con esta solución. 
7- Se incubaron por 5 h. 
8- Después de la incubación, se agregaron 400 ^l de medio DMEM con SBF al 
2%. 
9- A las 24 h postransfección, se reemplazó el medio con medio fresco con 
suero. 
3.8 Estrategia de construcción del plásmido pAdEasy_pGH 
El plásmido pAdEasy_pGH se construyó por recombinación en células 
BJ5183 entre el plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt linearizado y un 
plásmido comercial (Cuantum Biotechnologies) llamado pAdEasy-1 de la misma 
manera como se hizo la recombinación con el plásmido pBGH10 (Fíg. 11). 
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Fig. 11. Esquema de la construcción del plásmido pAdEasy_pGH(2.3)E1Awt. El 
plásmido pSp__pApGHn(2.3)wt se linearizó digiriendo con la enzima Pmel y se 
recombinó con el plásmido pAdEasy-1 en células BJ5183. 
3.9 Estudios en lineas celulares: Efecto antineoplásico 
El efecto antineoplásico del VARS en líneas celulares se determinó 
mediante un ensayo de medición de actividad metabólica con un agente redox 
(Azul Alamar®). Utilizando el protocolo descrito en el manual (AlamarBIue™ 
assay) con modificaciones. Estos ensayos se realizaron por triplicado. 
1. En una placa de cultivo de 96 pozos, se sembraron 1X104 células en 100 yl 
de medio DMEM con 5% de SBF, descartando los pozos periféricos para los 
ensayos. 
2. 12 h después de sembrar las células, se eliminó el medio y se realizó la 
infección a concentraciones crecientes de los vectores (0,102,103,104,105, 
106,107,10®, 109,101°pv/ml) en 100 \ú de medio DMEM con 2% de SBF. 
gamació* dé m VjtfSS Erigido por típromotor dtCgen HgX-Wpara cáncmt üpofiaarios. 
3. Al sexto día post-infeccíón, se eliminó el medio y se agregaron 100 de 
Azul Alamar® al 10 % en medio DMEM con 2% de SBF. 
4. Se incubó a 37°C por 4 h y se leyó la absorbancia a 570 y a 600 nm. 
5. Se determinó la viabilidad de las líneas celulares expuestas tomando como 
control células no infectadas en cada línea celular. 
3.9.1 Líneas celulares 
Las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: 
- (MNa55 (Células inmortalizadas de hipófisis). 
- HuH7 (Hepatoma humano). 
- HepG2 (Hepatocarcinoma humano). 
- HaCaT (Queratinocitos humanos inmortalizados). 
- JAR (Coriocarcinoma humano). 
- HeLa (Carcinoma cérvico-uterino humano Infectado con PVH-18). 
- HEK293 (Células de riñon embrionario humano transformadas con E1A 
adenovíral (células empaquetadoras). 
3.9.2 Análisis de los resultados de los ensayos citopático 
Para hacer el análisis estadístico se utilizó el programa SPSS versión 
10.0. Se hizo un análisis de varianza (ANOVA) para comparar el efecto del 
AdGH con el del AdWT en función del porcentaje de viabilidad celular respecto 
de las dosis probadas y para comparar el efecto del AdGH en la línea 
hipofisiaria con las líneas no hipofisiarias. 
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CAPÍTULO IV 
RESULTADOS 
4.1 Generación del vector acarreador que contenga el gen E1A dirigido por 
el promotor del gen hGH-N 
4.1.1 Caracterización de los plásmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSK-pATK y 
pSport_pGH(2.3) 
El vector acarreador pSp__pApGH(2.5)E1AWT se generó a partir de los 
plásmidos pSk-pATK, pSport-pGHn(2.3) y pSp_pGH(0.5)E1Awt. Estos 
plásmidos fueron caracterizados por su patrón de restricción para verificar su 
integridad. Se comparó el patrón obtenido de cada plásmido (Fig. 12), con el 
patrón virtual obtenido a partir de la secuencia nucleotídica de cada uno, 
observándose coincidencia entre los 2 patrones. Esto indicó que los 3 
plásmidos parecían encontrarse íntegros, por lo que se prosiguió con la 
construcción del vector acarreador. 
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Fig. 12. Caracterización de ios plásmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSk-pATK y 
pSport_pGH(2.3). Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 % de A) El plásmido 
pSp_pGH(0.5)E1Awt digerido con las enzimas Xho\, XbaUEcoR\ y Nae\, y B) El 
plásmido pSk-pATK digerido con las enzimas Sfñ/HindIII y Notí/Xbal Los tamaños de 
los productos de las digestiones se muestran en un cuadro junto a la figura. 
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4.1.2 Construcción del plásmido intermediario pSport-pApGHn(2.3) 
Para poder construir el vector acarreador, primero se tuvo que generar 
un vector intermediario que contuviera el promotor de GH precedido de la señal 
de poliadenilación. 
Este vector se construyó obteniendo el fragmento correspondiente a la 
señal de poliadenilación del vector pSk-pATK e introduciéndolo en el plásmido 
pSport-pGHn(2.3), inmediatamente rio arriba del promotor de GH (Fig.7). Con 
este producto de ligación se transformaron células calcio-competentes XL1-
Blue. 
Se analizaron 10 colonias. Con excepción de la clona 6, las clonas 
mostraban el tamaño esperado. Estas 9 clonas se verificaron por su patrón de 
restricción con la enzima Smal. Como todas las clonas mostraron el mismo 
patrón de restricción, se tomó una clona al azar (clona 4), y se confirmó su 
integridad digiriendo con las enzimas Smal, BamH\ y Psfl (Fig. 13). 
generación & u» VAH$ fagidopor ¿promotor détgen kgK-Wpar* concern Htpqftsumos. 
A ) B ) 
C l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Patrón virtual 
C clona 
C l 2 3 4* 5 7 8 9 10 
-U «w 
M 11 j it¡ | i} | * | 
. , . i! J, , Digestión con Smal 
.1 I i I ' > i 
Control Clonas 
sin con 
inserto inserto 
9 2 1 7 7 6 1 8 
7 3 6 1 8 8 5 
7 3 6 
C) M 1 D) 
11500 pB__- . 
S0?7pb-rV, 
2459 pb-
1700 pb—-
805 pb— 
pSport_pApGH{2.3) 
(Clona 4) 
MX* . 
1 Smal 
28am«l 
3Psfl 
4 Sin digerir 
Smal BamH\ Psti 
7618 7200 9350 
1855 2600 861 
736 
AÜ(6979)J 
SttmHI(6737)' 
Smal(6733) 
ft(l(6i 18) / SmaI(41to; 
Smal (4846) BamHI {4134) 
Fig. 13. Obtención del plásmido pSport_pApGHn(2.3). Electroforesis en gel de 
agarosa al 0.8 % de: A) Las 10 clonas analizadas junto con el control sin inserto; B) 
Las 9 posibles clonas digeridas con Smal; C) La clona 4 digerida con las enzimas 
indicadas. D) Mapa del plásmido obtenido, donde se indican los sitios de corte de las 
enzimas indicadas en el inciso C. 
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4.1.3 Construcción del plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt 
El plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt se construyó liberando el 
fragmento correspondiente a la señal de poliadenilación unida al promotor de 
GH del plásmido pSport_pApGHn(2.3), digiriendo este con las enzimas Spel y 
Sfft y ligando el fragmento liberado con el plásmido pSp_pGH(0.5)E1Awt 
digerido con las mismas enzimas (Fig. 8). Los fragmentos purificados se 
muestran en la Figura 14. Con el producto de ligación se transformaron células 
XL1-Blue. Se analizaron 10 colonias, pareciendo todas posibles clonas. Se 
verificaron 6 clonas por su patrón de restricción con las enzimas Bamhft y EcoR\ 
por separado. De estas, las clonas 1, 3,4 y 5 mostraron el patrón de restricción 
esperado. Se tomó la clona 1, se propagó haciendo un midiprep, y se confirmó 
su integridad digiriendo con las enzimas Bamhft y Spe\/Sfi\ (Fig. 15). 
Este vector acarreador construido, Además del promotor de GH, contiene 
los genes E1A, E1B, E4 y un fragmento de E2B de adenovirus, los cuales son 
sitios de homología con la secuencia del vector adenoviral, lo que posibilita que 
estos vectores se puedan recombinar. 
10800 
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Fig. 14. Construcción del plásmido acarreador. Gel de agarosa al 0.8 % de los 
fragmentos purificados correspondientes a 1) el esqueleto y 2) el fragmento pA-pGH, 
cuyo producto de ligación genera el plásmido pSp_pApGH(0.5)E1AWT. 
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Fig. 15, Obtención del plásmido pSp__pApGH(2.3)E1Awt. Electroforesis en gel de 
agarosa ai 0.3 % de: A) las 10 clonas analizadas junto con el control sin inserto; B) 6 
de las posibles clonas digeridas con fiamHI (6287, 3268 y 2603 pb) y EcoRl (6282 y 
5876 pb); C) la clona 1 digerida con BamH\ y SpeMSfñ (9855 y 2315 pb). D) Mapa del 
plásmido construido, donde se indican los sitios de corte de las enzimas con que se 
caracterizó. 
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4.2 Generación del vector adenoviral pBGH10_pGH(2.3)E1Awt 
Se construyó un plásmido que contiene todo el genoma adenoviral pero 
que tiene el gen E3 deletado y además contiene la versión larga del promotor 
del gen hGH-N dirigiendo la expresión del gen E1A, llamado, por simplicidad 
pBGHIO_pGH. 
4.2.1 Construcción del plásmido pBGH10_pGH 
Para construir el vector adenoviral, se cotransformaron células hiper-
recombinantes con el plásmido pBGHIO que tiene el genoma adenoviral y con 
el plásmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt previamente linearizado. Dentro 
de estas células se lleva a cabo una recombínación entre los sitios de 
homología que hay en ambos plásmidos de tal manera que se introducen al 
plásmido adenoviral la resistencia a kanamicina y el promotor de hGH junto con 
el gen E1A completo (Fig. 9). Se analizaron 20 colonias, de las cuales se 
obtuvieron 9 posibles clonas. 5 de ellas se analizaron en su patrón de 
restricción con las enzimas Xho\ y A/s/l por separado. De estas, las clonas 2 y 3 
mostraron el patrón de restricción esperado (Fig. 16 A y B), de ahí, se 
seleccionó la clona 2. 
Cómo el plásmido se encontraba dentro de las bacterias hiper-
recombinantes BJ5183, para propagarlo, y que no fuera a sufrir 
recombinaciones no deseadas, se transformaron células nulas en 
recombinación (XL1-Blue) con este plásmido, se extrajo y se verificó su 
integridad por patrón de restricción con las enzimas XhoI y Nsñ (Fig. 16 C). El 
plásmido proveniente de una mediana escala, se purificó con un kit de 
QIAGEN®. La concentración de plásmido después de esto fue de 1.9 jag/ pl y la 
relación de las absorbancias 260/280 fue de 1.83. 
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Fig. 16. Obtención del plásmido pBGH10_pGH(2.3)E1Awt Electroforesis en gel de 
agarosa ai 0.7 % de: A) Las 20 posibles donas recombinantes (Ci, Plásmido 
acarreador; C2 Vector adenoviral; asterisco, posibles clonas recombinantes), B) 5 de 
las clonas caracterizadas por digestión con Xho\ y con Ate/1, C) caracterización con 
Xho\ y Nsñ de la clona recombinante seleccionada (clona 2). Los asteriscos indican las 
clonas que tienen el patrón de restricción esperado. 
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4.2.2 Secuenciación del promotor de hGH 
La integridad del promotor de hGH en el vector adenoviral construido 
pBGH10_pGH se verificó por secuenciación utilizando los iniciadores E1A-2, 
PGH-1, PGH-2, PGH-3, PGH-4, PGH-5 y PGH-6 (Fig. 10). Después de obtener 
la secuencia nucleotídica, se realizó un alineamiento con la secuencia del 
promotor reportada por Castillo-Ureta55 y con la secuencia reportada en el 
GenBank (gi: 21463739). El resultado mostró que las secuencias nucleotldicas 
son idénticas (ver anexo 1), por lo que se concluyó que el promotor del gen 
hGH presente en el vector construido no sufrió ningún cambio y era adecuado 
para los propósitos de expresión de genes adyacentes al mismo. 
4.3 Transfección de células HEK293 con el plásmido pBGH10_pGH 
Una vez que ya se tenía el plásmido pBGH10_pGH purificado, se 
procedió a tratar de generar las partículas virales transfectando células HEK293 
con el plásmido circular como está reportado60,61,62. Seis días después de la 
transfección debía observarse efecto citopático, por efecto de los virus 
generados a partir del plásmido. Se probaron varias condiciones (indicadas en 
Material y Métodos), pero no se lograron obtener las partículas virales. 
La formación de partículas virales en las células HEK293 se facilita si 
se transfecta con el DNA viral linearizado63,64,65. Por esto, como alternativa, se 
procedió a construir otro vector utilizando como esqueleto adenoviral el 
plásmido pAdEasy-1. Este vector generado podría digerirse con Pací, de tal 
manera que se liberaría un fragmento correspondiente al origen de replicación 
bacteriano y la resistencia al antibiótico, quedando solo la secuencia del 
adenovirus de manera lineal (Fig 17), lo que facilitaría la formación de las 
partículas virales. 
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4.4 Construcción del vector adenoviral pAdEasy_pGH 
Para construir el vector adenoviral pAdEasy_pGH, se recombinaron los 
plásmidos pAdEasy-1 (esqueleto adenoviral) y p$p_pApGH(2.3)E1Awt 
(acarreador) linearízado previamente (Fig. 17). Se analizaron 12 colonias en su 
patrón de restricción con la enzima XheA. Todas las clonas dan el mismo patrón, 
en el cual una de las bandas no corresponde al tamaño esperado (Fig 18 A). El 
fragmento correspondiente a esta banda proviene del vector acarreador (Fig 18 
Debido a esto se hizo una recaracterización del vector acarreador con 
varias enzimas de restricción y se observó que, a pesar de que con algunas 
enzimas como BamH\, EcoRl y SpeUSfíI aparentemente daba un patrón 
correcto (Fig. 14 B y C), con las enzimas Afe/I, Nae\ y HincftUf EcoRl aparecían 
bandas que no corresponden al patrón esperado (Fig. 19). Localizando sobre el 
mapa del plásmido los sitios de corte de estas enzimas y los fragmentos del 
DNA digerido que no corresponden a lo esperado, se llegó a la conclusión de 
que en la región de E1B debe haber una inserción. 
Fig. 17. Esquema de la preparación de pAdEasy_pGH(2.3)E1Awt para la 
transfección. Después de recombinar con el acarreador, se introducen 2 sitios Pad 
que servirían para linearizar y eliminar el origen de replicadón y la resistencia al 
antibiótico. 
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Fig. 18. Análisis de las clonas putativas pAdEasy_pGH. A) Electroforesis en gef de 
agarosa al 0.7 % de las 12 clonas recombinantes analizadas. La flecha indica la banda 
que no corresponde. B) Mapa del plásmido pAdEasy_pGH, donde se indican los sitios 
de corte de la enzima Xhol. La cruz indica el segmento que en las clonas da un 
fragmento de mayor tamaño que el esperado de 5282 pb. 
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Fig. 19. Análisis del plásmido pSp__pApGH(2«3)E1Awt. A) Electroforesis en gel de 
agarosa al 0.8 % del plásmido digerido con las enzimas indicadas en donde las bandas 
que no corresponden se indica con asteriscos. A un lado se muestran los tamaños de 
los fragmentos correspondientes a cada enzima. En un recuadro se indican las bandas 
que no corresponden. B, Mapa del plásmido donde se indican los sitios de corte de las 
enzimas con que se digirió. La cruz indica el segmento donde se localiza la inserción. 
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Tomando en cuenta la posibilidad de que la inserción hubiera ocurrido 
durante la construcción del plásmido acarreador (Fig. 14). El plásmido 
pSp_pGH(0.5)E1Awt, a partir del cual se construyó el acarreador, se 
recaracterizó digiriendo con las enzimas W/ndIII/EeoRI y Nsil para verificar sí 
éste plásmido estaba íntegro. De acuerdo al patrón de restricción, se observó 
que este plásmido tenía el mismo patrón que el plásmido acarreador construido 
en la región donde se observó la inserción (Fig. 20). Lo que indica que la 
inserción pudo ocurrir cuando se construyó originalmente. 
M 
_ \ -USOOpfc 
J 0 7 7 | * — , 
4 5 0 ? | * — " — • 
2 8 3 1 pfc ' 
2 1 4 0 p h — ! ' _ 
1 7 0 0 p f — 2 m 
M 
IHWt lüEcoR f 
«ndni/EcoSI Nlil 
4545 3775 
2S79 2344 
2288 2188 
331 1658 
178 
Fig. 20. Recaracterización del plásmido pSp_pGH(0.5)E1Awt. A) Electroforesis en 
gel de agarosa al 0.8 % del plásmido digerido con las enzimas indicadas en donde las 
bandas que no corresponden se indica con asteriscos. A un lado se muestran los 
tamaños de los fragmentos correspondientes a cada enzima. En un recuadro se 
indican las bandas que no aparecen. 
4.5 Estrategia Alternativa 
En el laboratorio de Terapia Génica se contaba con un VARS dirigido por 
la versión corta de 500 pb del promotor de hGH-N llamado AdGH construido 
por Delgado-Enciso y cois, en el 2003. No se habían hecho ensayos en líneas 
generación <ü m ¿¡rígido por típnmotor deígen SQWWpan cánceres üpofisiarw. 
celulares humanas de hipófisis con este vector. Tomando en cuenta que no se 
pudo generar un vector con la versión larga del promotor del hGH-N, se decidió 
demostrar el efecto oncolítico en ensayos con Azul Alamar9 del VARS con el 
promotor corto en diferentes líneas celulares, incluyendo una línea hipofisiaría, 
como alternativa al objetivo original. 
4.5.1 Estudios en líneas celulares: Efecto antineoplásíco 
Se determinó el efecto antineoplásico del vector AdGH en varias líneas 
celulares mediante ensayos con azul Alamar®, comparado con el efecto del 
adenovinjs silvestre, los resultados se muestran en la figura 21. A partir de 
estos resultados, se hizo un análisis de varianza (ANOVA) efectuando una 
comparación entre los dos vectores en cada línea celular. El valor de p se 
muestra al pie de cada figura. Valores arriba de 0.05 se consideran 
sígunificativos, y valores entre 0.05 y 0.06 se consideran con tendencia a ser 
significativos. 
Si comparamos solamente el efecto del vector AdGH en las diferentes 
líneas celulares (Fig. 22), vemos que el vector lisa más eficientemente las 
células de hipófisis que a las no hipofisiarias. Este efecto se ve claramente 
hasta a una dosis de 1x107. Cuando se compara la potencia del vector AdGH 
en la línea hipofisiaría C4Na con la potencia del mismo vector en cada una de 
las líneas no hipofisiarias, se observa una tendencia hacia un efecto Utico mayor 
en la línea hipofisiaría que sólo resulta significativo cuando se compara con las 
líneas HuH7 y HeLa (Tabla 11). 
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Fig. 21. Viabilidad celular tras la infección con el VARS. Se grafica el log10 de la 
dosis probada contra el porcentaje de viabilidad de las células infectadas respecto de 
la viabilidad de las células no infectadas. A) Línea celular hipofisiaria, B) Lineas 
celulares hepáticas, C) Células empaquetadoras, D) Líneas celulares controles no 
productoras de hGH. Los ensayos se hicieron por triplicado. Las barras indican las 
desviaciones estándar. Al pie de la figura se muestra el valor de p correspondiente a la 
significancia que hay entre el efecto del AdGH y el AdWT y se marca con un asterisco 
los valores significativos. 
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Fig. 22. Comparación del efecto del vector AdGH en la linea hipofisiaria contra 
las líneas no hipofisiarias. Se grafica el log«) de la dosis probada del vector AdGH 
contra el % de viabilidad celular. Por claridad, se omiten las desviaciones estándar, 
éstas se muestran en la Fig. 21. 
Tabla 11. Valores de significancia resultado de la comparación de la línea 
hipofisiaria contra cada una de las líneas no hipofisiarias. 
Línea celular Significancia3 
HuH7 0.036* 
HepG2 0.169 
HaCaT 0.060 
JAR 0.069 
HeLa 0.004* 
a Se marca con un asterisco los valores 
significativos (p<0.05). 
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A partir de los ensayos, se determinó la dosis letal media (DL50) de 
ambos virus (Tabla 12). En la linea hipofisiaría, la LD&del AdGH es menor que 
la del AdWT, mientras que en todas las demás líneas, aunque ésta es muy 
variable, siempre es menor la DL50 del AdWT. Este dato también parece indicar 
que el vector AdGH es selectivo. 
Se determinaron los índices de atenuación dtotítica (IAC) obtenidos 
mediante la división de la DL50 del VARS entre la DL50 del vector silvestre 
(Tabla 12). Este índice indica el número de veces que está atenuada la citólisis 
del VARS con respecto al adenovirus silvestre. Las células HuH7 y HeLa 
presentan índices muy altos, aunque en las células HepG2 y HaCaT este índice 
no es tan alto. 
Para evidenciar mejor la selectividad del VARS, se empleó un índice de 
selectividad (IS), el cual se obtuvo dividiendo el promedio de los IAC de las 
líneas no productoras de GH (JAR y HaCaT) entre el IAC de la línea hipofisiaria. 
El valor obtenido es el número de veces que el VARS lisa con mayor eficiencia 
a las células hipofisiarias C4Na, comparado con las otras líneas celulares. Se 
observa que el vector es 57 veces más potente en tas células de hipófisis que 
en las células control. 
Tabla. 12. Valores de DL» de los vectores AdGH y AdWT e índices de atenuación 
cltolítica en las diferentes líneas celulares 
Línea celular DL50 AdGH DL50 AdWT IAC 
C4Na 4.05x10 5 5.19x10® 0.08 
HuH7 1.62x10® < 1 x102 1.27x107 
HepG2 3.5 x107 5.46x106 6.42 
HaCaT 2.66 x107 1.33x107 1.99 
JAR 3.27 x107 4.6 x106 7.11 
HEK293 < 1 x102 < 1 x102 3.70 
HeLa 1.4x108 8.72 x105 160.65 
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CAPÍTULO V 
DISCUSIÓN 
Se construyó un plásmido que contiene el genoma adenoviral al cual se 
le insertó el promotor del gen hGH-N de 2.3 kb para que dirigiera la expresión 
del gen E1A del adenovirus. El promotor está precedido por una señal de 
poliadenilación para bloquear el efecto del promotor constitutivo del adenovirus. 
Con este plásmido, se transfectaron células empaquetadoras HEK293. 
Esta línea celular contiene el E1A del adenovirus, de tal manera que puede 
actuar de manera trans sobre un genoma adenoviral con E1A deletado o 
controlado por un promotor específico, permitiendo la expresión de las 
proteínas virales y la generación de partículas virales empaquetadas. Pero 
aunque se hicieron varios ensayos variando las condiciones, no se logró 
observar la formación de partículas virales. Para hacer las transfecciones, en la 
literatura se recomienda que se utilicen células HEK293 que no hayan sido 
propagadas en varias ocasiones. Las células con las que se contaba ya tenían 
muchos pases (mas de 40). Esto pudo haber influido para que no se generaran 
las partículas virales. Adicionalmente, aunque hay muchos trabajos donde 
generan partículas virales a partir de un plásmido circular60,61,62, éstos reportan 
el evento no es tan eficiente. 
Se ha visto que la formación de partículas virales se facilita sí las células 
HEK293 se transfectan con el DNA viral lineal64'65. En el caso del plásmido 
pBGH10-pGH construido, no se podía linearizar debido a que la enzima con 
que se lineariza comúnmente es Pací. Digiriendo con esta enzima, se libera la 
resistencia al antibiótico y el origen de replicación bacteriano quedando solo el 
generación de wt VJLQ$ dirigido por ¿promotor deígen fígüCQfpar* concern üpofuiahot. 
genoma adenovíral. Pero el plásmido pBGHIO tiene un sitio de corte para esta 
enzima en la posición correspondiente al gen E3 del adenovirus, de tal manera 
que no se podía utilizar esta enzima, y no hay ningún sitio para alguna enzima 
que corte el plásmido sin afectar el genoma adenoviral. 
Como alternativa, se procedió a construir otro vector utilizando como 
esqueleto adenoviral el plásmido pAdEasy-1. El vector recombinante generado 
sí podría linearízarse digiriendo con Pací. Pero al tratar de construirse, nos 
dimos cuenta que el plásmido a partir del cual se construyó el vector acarreador 
venía con una modificación en la región de E1B, que posiblemente se trate de 
una inserción por recombinación que sufrió el plásmido al construirse 
originalmente. El plásmido pAdEasy-1 tiene deletada la región de E1 completa 
(E1A y E1B), de tal manera que solamente tiene homología en la región E2B 
con el plásmido acarreador (Fig. 22 A) y por consecuencia, el plásmido 
recombinante contiene el inserto en E2B, por lo que no se puede utilizar para 
generar partículas virales. 
En el primer caso, donde se usaba el plásmido pBGHIO, sí se generaba 
un plásmido íntegro porque este esqueleto adenoviral tiene deletado solamente 
E1A, y por consiguiente, puede tener dos eventos de recombinación; una en la 
región E1A (Fig. 22 B1) donde la inserción en E1B no se integra y la otra en la 
región E2B (Fig. 22 B2), donde la inserción en E1B sí se integra. 
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Fig. 23. Eventos de recombinación entre el plásmido acarreador con la inserción 
y los esqueletos adenovirales. A) El plásmido acarreador se recombina con el 
plásmido pAdEasy-1 en las regiones de E4 y E2B. B) El plásmido acarreador se 
recombina con el plásmido pBGHIO en las regiones de E4, y E1A (1) ó E2B (2). 
Tomando en cuenta que no se pudo generar uñ adenovirus con la 
versión larga del promotor del hGH-N, como alternativa al objetivo original se 
decidió demostrar el efecto oncolítico de un VARS dirigido por la versión corta 
de 500 pb del promotor de hGH-N llamado AdGH que estaba disponible en el 
laboratorio de Terapia Génica construido por Delgado-Enciso y cois, en el 2003, 
ya que no se habían hecho ensayos en líneas celulares humanas de hipófisis 
con este vector. 
El vector AdGH lisa más eficientemente las células hipofisiarias C4Na 
que el AdWT hasta una dosis de 1x107, después de esta dosis, el efecto de 
ambos vectores es muy similar. Este hecho parece indicar que el promotor sí es 
activo y además, es potente en este tipo de células. 
Las líneas hepáticas se utilizaron para ver la especificidad del VARS y la 
posible toxicidad del vector en hígado. Aunque hay diferencia en el efecto de 
51 
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ambos vectores sobre las dos líneas hepáticas probadas, el vector AdGH es 
menos tóxico que el WT en ambas líneas, esta diferencia es mucho más 
significativa en la línea Huh7. Esta línea es mucho más sensible a la infección 
por el virus silvestre que al AdGH, aun a la dosis mas baja probada, el AdWT 
disminuye la viabilidad en mas del 90%, mientras que infectando con el AdGH 
(aun a una dosis de 1x108) se mantiene casi el 60% de las células viables. La 
línea HepG2 es mucho menos sensible a la infección por el adenovirus silvestre 
que la línea Huh7. Comparado con el silvestre, a partir de una dosis de 1x106 
pv, el vector AdGH es ligeramente menos tóxico que el silvestre, aunque esta 
diferencia es más marcada a una dosis de 1x107 pv. En las otras cuatro líneas 
no hipofisiarias se observa mayor sensibilidad a la infección por el adenovirus 
silvestre que al AdGH, este efecto es mucho más marcado en las células HeLa. 
Todos estos resultados muestran que, al parecer, el vector tiene cierta 
especificidad y potencia hacia células hipofisiarias, aunque para asegurar esto, 
habría que hacer ensayos en otras líneas hipofisiarias, y además, hacer 
ensayos in vivo con este vector tratando tumores inducidos en ratones. 
Existen algunos trabajos donde se ha utilizado el promotor de 0.5 kb para 
dirigir la expresión de un gen reportero como J3-gal o un gen terapéutico como 
TK utilizado adenovirus no replicantes. Estos ensayos se han hecho tanto en 
líneas celulares como en tumores subcutáneos en ratones desnudos51,51. En 
estos trabajos también se encuentró que hay cierta selectividad, pero baja 
potencia, similar a la observada en este trabajo. En tumores in vivo utilizando 
modelos murínos, encuentran que solo hay reducción de la masa tumoral, pero 
no la remisión total. Tomando en cuenta que con estos vectores la expresión 
del gen terapéutico es temporal y que en este trabajo se utilizó un adenovirus 
replicante, se esperaría que tal vez este VARS tuviera un efecto mayor en 
tumores in vivo. 
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CAPÍTULO VI 
CONCLUSIONES 
1- No se logró generar el adenovirus recombinante con el promotor de 2.3 kb 
del gen hGH-N. 
2- Como alternativa, se estudió el efecto oncolítico de un VARS dirigido por la 
versión corta de 500 pb del promotor de hGH-N, el cual es muy similar al 
que se planeó construir en este trabajo, con la diferencia de que tiene 
solamente los 500 pb río arriba del gen hGH y no los 2.3 kb de la versión de 
este promotor. 
3- Este VARS mostró selectividad y una potencia oncolítica suficiente en la 
línea celular hipofisiaría como para seguir explorando su potencial uso 
terapéutico contra tumores hipofisiarios. 
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